第 37 卷 第 1 期 昆虫 学 R Vol. 37, No. 1 


1994 年 2 月 ACTA ENTOMOLOGICA SINICA Feb., 1994 


体内 体外 培 章 下 飞 昌 雄性 生殖 细胞 的 分 化 
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搞 要 ”在 单一 TC199 或 GRACE BH RPE RHARAARKY KE (Locusia migratoria mani- 
lensis) EMNE RATREARREMRERMOM. WHR 0D 小 牛 血 清 或 飞 蝗 精 集 匀 浆液 可 
促使 其 发 育 至 次 级 精 母 细胞 期 添加 10% 分 别 取 月 东亚 飞 星星 师 \ 梓 得 晴 及 苍 麻 乔 师 的 血 党 巴 可 促进 其 产 
生 约 2092 的 精子 。 晓 皮 诉 索 及 保 幼 激素 对 精子 的 产生 无 显著 影响 。 移 植 搁 养 的 精 小 管 在 受 体 飞 星 体内 不 
能 发 育 产生 精子 ,注射 20Hg/ 虫 赔 皮 沿 素 可 促使 其 产生 大 量 精 子 。 完 整 精 代 无 需 注 射 赔 皮 激素 即 可 在 受 体 
飞 蝗 体内 发 育 产生 精子 。 结 果 表 了 明 * 民 虫 血 淋巴 内 可 能 含有 促 细 胞 分 化 类 因子 ,此 (类 ?因子 可 能 无 种 属 特异 
性 * 外 藉 阅 皮 激 素 可 能 对 精子 发 生 无 直接 作用 * 但 精子 发 生 局 时 需要 赔 皮 激 案 和 血 漆 巴 因 子 ， 精 全 本 身 可 能 
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精子 发 生 是 雄性 生殖 细胞 发 生 、 分 化 、 形 成 精子 的 过 程 ， 其 调节 机 制 及 所 涉及 的 调节 
因素 的 来 源 、 功 能 及 化 学 本 质 沿 不 明了 。 多 数 研 究 局 限于 鳞 翅 县 昆虫 且 侧 重 研究 精 巢 及 
精子 发 生 整 体 的 变化 。 其 研究 结果 表明 , 两 类 主要 昆虫 激素 一 一 保 幼 激素 (JH) PR 
激素 均 能 影响 精子 发 生 ， 但 其 作用 随 虫 种 和 龄 期 的 不 同 而 有 变化 ， 甚 至 有 相互 矛盾 的 结 
果 。 因 此 ,关于 激素 影响 精子 发 生 的 作用 机 理 , 是 前 尚 不 能 做 出 一 个 共识 的 合理 解释 。 精 
RAS as a RN RAR. AT RENE REE AG T E 
烈 的 形态 变化 ,此 变化 是 各 类 因子 作用 的 必然 结果 ,因此 生殖 细胞 能 较 明 显 地 体现 各 类 因 
子 的 影响 ,分 析 不 同 发 育 期 生殖 细胞 的 数量 与 形态 变化 ;有 助 于 较 细致 地 研究 各 类 因素 的 
具体 作用 。 

RW Ki (Locusta migratoria manilensis) 是 我 国 重 要 农业 害虫 ,对 其 生物 学 已 有 
较 深 入 的 研究 ， 但 对 其 雄性 生殖 细胞 发 育 分 化 的 研究 很 少 。 钟 香 臣 等 (1982) 对 其 精子 变 
态 过 程 中 核 的 变化 进行 了 亚 显 敏 水 平 的 研究 。 在 激素 与 生殖 的 关系 方面 ， 郭 缉 (1959) 对 
咽 侧 体 及 精 梨 移植 对 其 发 育 的 影响 做 过 研究 。 而 在 精子 发 生 的 激素 调节 方面 县 前 尚未 见 
报道 。 本 实验 以 东亚 飞 蝗 为 材料 ,采用 体外 培养 等 技术 ,重点 研究 了 激素 等 因素 对 精 母 细 
胞 分 化 及 精子 形成 的 影响 。 


材料 与 方法 


本 实验 采用 室内 繁殖 的 东亚 飞 蝗 为 材料 。 蝗 卵 在 30°C 下 经 14 天 左右 孵化 成 Ei, 
晶 虹 以 玉米 或 小 麦 (冬季 ) 时 为 饲料 ,在 30°C 光照 12 小 时 条 件 下 饲养 ,其 生长 期 四 龄 为 5 
天 ,五 龄 为 7 天。 成 虫 在 养 虫 箱 内 饲养 ,以 玉米 或 小 麦 时 为 饲料 ，24 小 时 光照 30%C RE 


本 文 于 1993 年 4 月 收 到 。 
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下 成 虫 存活 一 个 月 以 上 上。 实验 用 虫 为 四 五 龄 昌 师 及 成 虫 

体外 培养 ”将 所 需 龄 期 蝗 师 用 70% 的 酒精 表面 消毒 ,从 忠 体 腹部 取出 精 集 ， 在 无 菌 
是 忠生 理 盐 水 (NaCl 6.8g,CaCl, 0.2g, KCl 0.2g, MgCl, ° 6H,O 0.2g, NaHCO, 0.15g, 
葡萄 糖 7.7 g, WRK 1000 ml) 及 培养 液 中 漫 洗 4 次 ,每 次 5 分 钟 。 将 精 集 分 成 约 
10 条 一 束 的 精 小 管束 ,每 25 一 35 只 精 小 管 放 人 一 个 培养 杯 中 。 每 杯 容 积 约 600 一 700 pl， 
注 人 培养 液 ( 以 TC199，Gibco Laboratories 及 Grace, KCBiological 培养 液 为 基本 培 
养 液 ,其 中 分 别 添加 10% 一 20% 的 小 牛 血 清 或 精 梨 匀 浆 小 .昆虫 血 淋 巴 DA 300—500 al, 
27sC 下 封口 培养 4 一 8 天 。 上 述 操作 均 在 无 茵 条件 下 进行 ,所 用 器 租 均 经 高 压 灭 庄 。 

体内 移植 ”以 峻 雄 飞 星 成 虫 为 受 体 , 从 腹部 侧面 开口 摘除 生殖 腺 ,然后 将 完整 精 巢 或 
精 小 管 植 人 ,用 石 暴 封口 。 受 体 飞 星 在 30012 小 时 光照 下 饲养 ，5 至 8 KARAM 
精 小 管 发 育 情况 。 

激素 处 理 ” 体 外 培养 中 ,培养 液 中 各 类 激素 的 终 浓度 分 别 为 : WRR (20-hydro- 
xyecdysone, Sigma Chemica! Co.) 20ug/ml; RIRA (JH-1, Sigma Chemical Co.) 
50ug/ml; GL Cprecocene-I, Sigma Chemical Co.) 50yg/ml; 精 小 管 移植 实验 中 ， 
每 只 虫 注射 20 wg WEEZER Ho 

生殖 细胞 的 分 类 计数 ”将 二 只 精 小 管 置 于 载 玻 片上 的 生理 盐水 中 ， 撕 破 其 管 壁 任 生 
殖 细胞 溢出 ,用 盖 玻 片 将 混 均 后 的 细胞 压 散 , 在 相差 显微镜 40Xx10 倍 下 用 随机 法 分 类 计 
数 。 每 次 记录 细胞 总 数 为 300 一 400。 重复 两 次 。 


结果 与 分 析 


对 东亚 飞 星 精子 发 生 的 动态 研究 表明 , 次 级 精 母 细胞 出 现 于 四 龄 第 三 天 之 后 (图 1), 

本 实验 取 四 龄 第 三 天 蝗 师 精 小 

100 管 为 材料 培养 4 天， 第 四 天 镜 

检 发 育 情况 。 每 组 实验 至 少 重 
复 三 次 。 

昆虫 血 淋 巴 等 因素 对 精子 

初级 精 母 细胞 发 生 的 影响 ”本 实验 分 别 研究 

了 小 牛 血清、 星 虫 精 梨 匀 浆 液 
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发 育 分 化 的 作用 ,结果 表明 ,与 


， 次 级 精 母 细胞 
! a ERF 对 照 ( 纯 培养 液 ) 相 比 ， 培 养 的 
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mis | Ee 级 精 母 细胞 (图 2)， 相 当 于 四 
龄 第 四 天 之 精 小 管 ， 说 明 小 牛 
Al 精 小 管内 各 类 生殖 细胞 相对 数量 的 变化 血清 可 促进 精 母 细胞 的 发 育 ， 


但 远 未 达到 体内 正常 发 育 程 度 。 精 集 匀 桨 液 具 有 与 小 牛 血清 类 似 的 促进 作用 (图 3), 次 级 
精 母 细胞 量 达 15% 以 上 ,明显 高 于 对 照 ( 纯 培养 液 )。 但 精 集 勺 浆 该 亦 不 能 维持 其 进一步 
发 育 的 需 妥 。 
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”次 级 精 母 细胞 ARAM ”初级 精 母 细胞 ”次 级 精 母 细 服 


图 2 小 牛 血 清 对 体外 培养 精 小 管 精 子 发 生 的 作用 图 3 精 集 匀 桨 液 对 体外 培养 精 小 管 精子 发 生 的 作用 


由 于 绝 大 部 分 昆虫 生长 因子 或 促 生 长 物质 存在 于 昆虫 体内 运输 系统 血 淋 巴 中 (Fe- 
rkovich 等 ,1991)。 本 实验 采用 了 分 别 取 自 二 目 三 种 的 不 同 虫 态 的 血 淋 巴 ( 棒 盘 Anthe- 
raea pernyi W, PRE Philosamia cynthia ricini WNR W. Vet) 图 4 为 四 龄 
第 四 天 星 晴 精 小 管 培养 6 天 后 的 结果 。 培 养 祖 中 加 有 10 的 血 淋 巴 。 
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图 4 昆虫 血 淋 巴 对 体外 培养 精 小 管 精 于 发 生 的 作用 AAS 血 淋 巴 十 JH 对 体外 培养 精 小 管 精 子 发 生 的 作用 


在 加 有 血 淋 巴 的 培养 液 中 所 有 精 小 管 均 发 育 产 生 了 精子 ， 其 相对 数量 达 15% 以 上 ， 
相当 于 正 篆 体内 发 育 五 龄 第 三 天 的 精 小 居 状况， 表明 昆虫 血 淋 巴 成 份 不 但 足以 维持 精 原 
细胞 生长 至 次 级 精 母 细胞 ,还 可 满足 精细 胞 分 化 的 需要 。 

与 体内 发 育 所 不 同 的 是 精 母 细 胞 数目 高 于 精子 数目 《体内 发 育 的 精 小 管内 两 者 数目 
大 体 相 同 ), 可 能 是 由 于 精 母 细胞 分 私 活 动 增 快 所 至 。 

三 种 不 同 来 源 的 昆虫 血 淋 巴 作用 大 体 相同 ,无 显著 差异 。 

激素 对 精子 发 生 的 影响 ”本 实验 研究 了 晓 皮 激素 、 保 幼 激 素 和 早熟 素 对 精 母 细胞 及 
精细 胞 发 育 的 影响 。 没 有 发 现 你 幼 激素 和 早熟 素 对 生殖 细胞 发 育 有 显著 促进 或 抑制 作用 


4 Fe R = ik 37 & 


(图 5), ETIWPESREFREKRAKS RES RST RE KR RRA 不 敏 
感 (Koeppe, 1985), 

Tb BE Fe SE Ger h BZ a RA A St EA CA 6,7), 考虑 到 体外 培养 
中 所 添加 的 昆虫 血 淋 巴 内 可 能 含有 蜡 皮 激素 而 掩盖 了 外 源 激 素 的 作用 ， 而 蝗虫 成 虫 体内 
KARDEN (Hagedorn, 1985; Bodnaryk, 1986), 向 且 其 中 绝 大 部 分 在 生殖 腺 
内 (Lagueux 等 ，1977)， 因 此 本 实验 以 摘除 生殖 腺 的 雌雄 蝗 成 虫 为 受 体 进行 了 体 外 移 
植 实验 。 
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结果 ( 表 1) 表 明 , 精 小 管 在 受 体 飞 蝗 体内 没有 发 育 , 注射 晓 皮 激素 后 ， 精 小 管 可 恢复 

发 育 并 产生 精子 。 分 别 取 自 三 龄 三 天 、 四 龄 三 天 和 五 龄 零 天 ( 即 四 龄 五 天 ) 蝗 晴 的 精 小 管 

均 有 同样 结果 。 说 明 在 极 低 水 平 虹 皮 激素 环境 下 精 小 管 不 能 发 育 ， 精 细胞 的 产生 与 分 化 
表 1 体内 移植 精 小 管 及 精 梨 的 发 育 


移植 材料 供 体 虫 龄 ”| 受 体 虫 数 | 移植 天 数 死亡 数 注射 数 发 育 率 
四 龄 三 天 3 0 

K 四 龄 三 天 80% 
小 ABBR : 

fate, 

= 五 龄 零 天 100% 
三 龄 三 天 0 

精 小 管 * 1% 

100% 

100% 

精 H 100% 

100% 








*: 移植 后 立即 注射 激素 (20ng/ 虫 ), 其 它 为 移植 三 天 后 注射。 
受 体 虫 为 去 势 的 肉 雄 飞 蝗 成 由 
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必需 晓 皮 激素 。 精 小 管 本 身 不 能 分 刻 足 以 满足 其 发 育 需 要 的 晓 皮 激素 。 完 整 精 介 在 所 有 
移植 实验 中 均 能 正常 发 育 产 生 精 细胞 和 精子 , 且 这 一 发 育 不 受 移植 精 集 虫 龄 的 限制 ,说 明 
精 集 发 育 可 能 可 以 不 受 血 淋 巴 中 赔 皮 激 素 滴 度 的 影响 ， 其 本 身 可 能 有 能 力 分泌 虹 皮 油 过 
并 满足 自身 发 育 的 需要 。 而 且 三 龄 、 四 姐 及 五 龄 蝗 师 之 精 代 可 能 均 有 此 分 泌 能 力 。 此 结 
果 与 前 人 实验 结果 了 吻合 (Koolman, 1979; Shimizu 等 ，1985; Loeb 等 ，1982、1984、 
1987 .1988)。 
讨论 

1. 虹 皮 激素 对 雄 性 生殖 细胞 发 育 的 影响 

移植 实验 结果 表明 ,在 晓 皮 激素 含量 极 低 的 飞 星 成 正体 内 , 精 小 管 没有 发 育 ， 当 注 人 
外 源 晓 皮 激 素 后 精 小 管 恢复 发 育 并 产生 了 成 熟 精子 。 这 种 现象 并 不 因 虫 龄 不 同 而 K E, 
因此 可 以 认为 精细 胞 分 化 乃至 精子 发 生 都 需要 有 旷 皮 激素 参与 , 当 其 它 发 育 条 件 满足 后 ， 
晓 皮 激素 的 不 足 能 限制 精子 发 生 。 这 是 滞 育 或 长 期 静止 状态 的 昆虫 无 成 熟 精 子 产 生 的 原 
因 之 一 ,也 是 是 虫 控制 其 精子 发 生 的 一 种 途径 。 大 量 实验 表明 ,在 滞 育 期 昆虫 的 血 淋 巴 中 
Bi RRA BMI, Meola 和 Adkisson (1977) RAMA A RRA ti BRIER 回合 
RRLASM HS PEREK, REMARRIED RNA 
We CH Wot RZ ZEA EER (Walker 和 Denlinger，1980)， 注 射 晓 皮 激 素 可 以 打破 滞 育 (Bro- 
wning，1981)， 而 打破 滞 育 后 可 促进 精子 发 生 ， 说 明 在 一 定 情 况 下 晓 皮 激素 可 用 来 调节 
精子 发 生 的 进程 。 在 东亚 飞 蝗 这 类 生活 史 无 滞 育 现象 的 昆虫 中 ， 虹 支 激素 也 可 能 有 类 似 
作用 。 本 实验 发 现 , 当 饲养 温度 较 低 时 ,由 于 有 效 积温 不 够 ,蝗虫 发 育 迟 组 ， 侧 龄 期 加 长 。 
同时 发 现 精子 发 生 也 相应 延迟 , 精 小 管内 有 大 量 零 散 颗 粒 , 估 计 是 细胞 解体 所 致 。 细 胞 解 
体 是 滞 育 期 昆虫 防止 成 熟 精子 产生 的 方式 之 一 ， 因 此 可 以 认为 这 可 能 是 旷 皮 激素 滴 度 较 
低 的 结果 ,这 还 需 测定 这 种 状态 下 血 淋 巴 中 晓 皮 激素 滴 度 来 加 以 证 实 。 

2. 昆虫 血 淋 巴 成 份 对 雄性 生殖 细胞 发 育 的 影响 

当 培养 液 中 加 有 一 定量 的 昆虫 血 淋 巴 成 份 后 ， 培 养 的 生殖 细胞 可 以 发 育 分 化 直至 产 
生 精 子 ,说 明 血 淋巴 中 存在 一 种 或 一 类 能 促进 精子 发 生 的 因素 , 它 很 可 能 属于 大 分 子 因 子 
(macromolecular factor) 类 (Schmidt 和 Williams， 1953)， 有 不 少 实验 研究 其 可 能 的 
功能 和 来 源 (Landureau 和 Szollosi, 1974; Shimizu, 1978,1985: Loeb 等 ,1982、1984; 
Friedlaender，1989)， 其 化 学 本 质 不 明 , 从 其 热 不 稳定 性 来 看 ,类 似 于 蛋白 类 。 我 们 曾 把 
100°C 加 热 10 分 钟 的 血 淋 巴 上 清 加 入 培养 液 , 发 现 它 已 丧失 促进 精子 发 生 的 能 力 ， 精 小 
管 内 无 精细 胞 产生 ,说 明 这 类 因子 是 精子 发 生 所 必需 的 。Kambysellis % (1971a, b) 认 
为 它 是 促进 精子 发 生 的 直接 作用 者 。 由 此 可 以 认为 ， 昆 虫 体内 正常 精子 发 生 必 和 需 血 淋巴 
因子 和 旷 皮 激素 两 种 因素 ， 并 可 通过 分 别 调节 两 因素 的 滴 度 来 分 别 调节 精子 发 生 进程 。 
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IN VITRO AND IN VIVO DIFFERENTIATION OF MALE GERM 
CELLS IN THE LOCUST LOCUSTA MIGRATORIA 
MANILENSIS 


Wane JIAN ZHONG XIANG-CHEN 


(Institute of Zoology, Academia Sinica, Beifing 100080) 


It was observed that testicular follicles from day 3 fourth instar nymph of the 
Oriental migratory locust Locusta migratoria manilensis cultured in TC199 or Gra- 
ce’s media were arrested at the stage of spermatocyte I. Addition of 10% FBS or 
locust testis homogenate could promote development to the stage of spermatocyte II. 
When cultured in media with 10% hemolymph from either the nymph of L. migra- 
toria manilensis or the pupa of Antherea pernyi or Philosamia cynthia ricini, the 
follicles developed with massive production of spermatids and 20% sperms. Applica- 
tion of 20-hydroxyecdysone (20-E) and JH-I had no effect on the development in 
the latter case. Testicular follicles of day 3 third instar nymph, day 3 fourth instar 
nymph and day 0 fifth instar nymph implanted into male or female adult locusts 
ceased development, which was promptly recovered by injection of 20-E. By implan- 
tation, intact testis could proceed spermatogenesis and produce sperms spontaneously 
within 8 days without injection of ecdysone. These results indicate that the insect 
hemolymph contains factor(s) that can promote the differentiation of spermatids and 
spermatogenesis, and the factor(s) seems to be non-species specific. The effect of 
ecdysteroid might not be direct, but spermatogenesis and normal differentiation of 
spermatids need both ecdysteroid and hemolymph factor(s), and the intact testis 
might have its own source of ecdysone. 
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